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甘草黄酮类化合物对酪氨酸酶单酚酶的抑制
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摘 　要 :研究了甘草中四种黄酮类化合物甘草甙、异甘草素2葡萄糖芹菜甙、异甘草甙和甘草查耳酮甲对酪氨酸
酶单酚酶活性的抑制。结果表明异甘草素2葡萄糖芹菜甙、异甘草甙和甘草查耳酮甲的 IC50分别为 0. 072 mM ,
01038 mM ,0. 0258 mM ,它们都属于竞争性抑制剂 ,甘草甙没有抑制活性。研究表明 ,异甘草素2葡萄糖芹菜甙、异
甘草甙和甘草查耳酮甲可以作为潜在的美白化妆品添加剂。
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Abstract :The inhibitory effects of several licorice flavonoids including liquiritin , licuraside , isoliquiritin and licochalcone A on
the monophenolase activity of tyrosinase were studied. The results indicated that the IC50 values of licuraside , isoliquiritin and
licochalcone A were 0. 072 mM , 0. 038 mM , 0. 0258 mM , respectively , and they are all competitive inhibitors. These
flavonoids have the potential to be further developed into effective skin whitening agents. Different from the above flavonoids ,
no inhibitory activity was observed for liquiritin.
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　　甘草 ( Glycyrrhiza)是最常见的中草药 ,截至 1995
年 ,国内外已从甘草中分离得到 106 种黄酮类化合
物[1 ] 。现代药理研究表明 ,甘草黄酮具有抗氧化[2 ] 、
抗溃疡[3 ] 、抗病原微生物[4 ]以及抑制人体中某些酶
的作用[5 ] ,甘草黄酮正日益被国际医药市场看好。
酪氨酸酶 (tyrosinase) 是皮肤黑素生物合成的关键
酶 ,它有两个主要功能 :作为单酚酶 ,羟基化单酚生









质基础和量效关系 ,雷铁池等[9 ]研究发现 100μmol/
L 的 18α2甘草酸双铵盐对体外培养 B16 F10 鼠黑素
瘤细胞的酪氨酸酶活性和黑素含量抑制的效果与
50μmol/ L 的熊果苷无统计学上的差异 ( P > 0. 05) 。
Yokota 等[10 ]的研究证明 0. 1～1. 0μg/ mL 的甘草黄
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酮 glabridin 可以降低 B16 鼠黑素瘤细胞中 T1 和 T3
酪氨酸酶同功酶的活性 ,0. 5 % glabridin 可以抑制
UVB 诱导的豚鼠皮肤色素和红斑的生成。Nerya
等[11 ]的研究证明甘草黄酮 glabrene 和 isoliquiritigenin
可以抑制酪氨酸酶中的单酚酶和二酚酶活性 , IC50值









Fig11 　Molecular structure of the four licorice flavonoids investi2
gated in this study
1. 1 　材料
　　酪氨酸酶购于 Fluka 化学公司 ,从蘑菇提取纯
化 ,酶的比活力为 2440 U/ mg (25 ℃) 。二甲亚砜
(DMSO)为 Sigma 化学公司产品 ;L2酪氨酸 (L2Tyr) 为
Fluka 化学公司产品。磷酸氢二钠、磷酸二氢钾为国
产分析纯 ,甘草黄酮类化合物为本室从梁外乌拉尔
甘草中分离纯化 , 经结构鉴定 , 分别为甘草甙
(Liquiritin) 、异甘草素2葡萄糖芹菜甙 (Licuraside) 、异
甘草甙 ( Isoliquiritin) ,NMR , UV2Vis 和 MS 数据与文




样品用 AT21 Comparator 型电子天平 (METTLER
TOLEDO ,瑞士) 称量。酶活力用 SPECTRA max M2
(Molecular Devices Co. , USA)多功能酶标仪测定。
1. 2 　方法
　　酪氨酸酶单酚酶活力测定[15 ] :在 96 孔板中 ,加
入 10～30μL 预先在 30 ℃恒温水浴保温的 5 mmol/ L
L2酪氨酸溶液到磷酸盐缓冲液 (pH 6. 8) 体系中 ,然
后加入 1～6μL 的甘草黄酮纯品 (溶于 DMSO 溶
液) ,甘草甙、异甘草素2葡萄糖芹菜甙、异甘草甙和
甘草查耳酮甲的浓度分别为 :5. 203 mmol/ L ,4. 636
mmol/ L ,2. 974 mmol/ L ,2. 92 mmol/ L。30 ℃保温孵育
5 min 后加入一定量的蘑菇酪氨酸酶水溶液 ,立刻混
匀。在 30 ℃恒温条件下用多功能酶标仪在 475 nm
测定吸光度值 ,每个样品做 3 个平行样。以未加酶
的体系为空白 ,作出吸光度随时间的增长直线 ,从直
线的斜率求得酶活力。
L2酪氨酸的终浓度为 0. 25 mmol/ L ,加入酪氨酸
酶水溶液 30μL ,测定不同甘草黄酮纯品加入量 (1、
2、4、6μL) ,即不同浓度甘草黄酮对酪氨酸酶单酚酶
活性的抑制程度 ,以抑制率对抑制剂浓度作图 ,由图
求出抑制酶活力 50 %时所需抑制剂的浓度 ,即 IC50
值。固定 5 mmol/ L 的 L2酪氨酸的加入量为 30μL ,
改变加入的酪氨酸酶的量 ,依次为 10、20、30、40μL ,
测定在一系列甘草黄酮加入量 (对异甘草甙和甘草
查耳酮甲为 1、2、3、4μL ,对异甘草素2葡萄糖芹菜甙
为 1、2、4、6μL) 条件下对酪氨酸酶催化 L2酪氨酸羟
基化活力的影响。以剩余酶活力对加入的酶量作
图 ,判断抑制反应是否可逆。




动力学参数 ,包括表观米氏常数 ( Km) 和最大反应速
度 ( Vm)的变化 ,对酶的抑制作用机理进行判断。
甘草黄酮对酪氨酸酶的抑制率按下式计算 :
抑制率 ( %) = (A0 - AI) / A0 ×100
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Fig12 　The relationship between the inhibition on tyrosinase and
the concentration of inhibitor including licuraside ,






Fig13 　Determination of the inhibitory mechanism of isoliquiritin
on tyrosinase. Concentrations of isoliquiritin for curves 0









判断 (0、1、2、3、4 对应的抑制剂浓度分别 0、01023、
01046、01093、0114 mmol/ L)
Fig14 　Determination of the inhibitory mechanism of licuraside
on tyrosinase. Concentrations of licuraside for curves 024
were 0、01023、01046、01093、0114 mmol/ L , respective2
ly.
图 5 　甘草查耳酮甲对酪氨酸酶抑制效应机理判断 (0、1、
2、3、4 对应的抑制剂浓度分别为 0、01014、01029、
01044、01058 mmol/ L)
Fig15 　Determination of the inhibitory mechanism of licochal2
cone A on tyrosinase. Concentrations of licochalcone A
for curves 0～4 were 0、01014、01029、01044、01058
mmol/ L , respectively.
2. 3 　三种对酪氨酸酶单酚酶活性有抑制的甘草黄
酮的抑制机理的判断
　　在测活体系中 ,固定酶的浓度 ,改变底物 L2酪氨
酸的浓度 ,测定一系列不同浓度抑制剂对酶活力的影
响 ,以Lineweaver2Burk 双倒数作图 ,判断抑制剂的抑
制类型。由图 6、图 7、图 8 可见三种甘草黄酮的
Lineweaver2Burk 双倒数图均为相交于 1/ V 轴的一组
直线 ,不管抑制剂浓度如何 ,这组直线的纵截距不变 ,
仍为 1/ Vmax 。但各直线的斜率 Kmapp/ Vmax随抑制剂
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浓度的增加而增加 ,横截距则随抑制剂浓度的增加其
负值增加。说明最大反应速度 ( Vm) 不随抑制剂浓度
变化 ,米氏常数 ( Km)随着抑制剂浓度增大而增加。
图 6 　异甘草素葡芹甙 :不同固定抑制剂浓度 [ I ]下的
Lineweaver2Burk 双倒数图
Fig16 　Lineweaver2Burk plots of licuraside at different concen2
trations
图 7 　异甘草甙 :不同固定抑制剂浓度 [ I]下的 Lineweaver2
Burk 双倒数
Fig17 　Lineweaver2Burk plots of isoliquiritin at different concen2
trations
图 8 　甘草查耳酮甲 :不同固定抑制剂浓度 [ I]Lineweaver2
Burk 双倒数图
















由 Lineweaver2Burk 双倒数图可知 ,酶与底物结
合的亲和常数 1/ Km 随抑制剂浓度增大而减小 ,说
明其抑制机理表现为竞争型效应。竞争性抑制剂只





酶的结合 ,L2酪氨酸不能与酶抑制剂的复合物 EI 结
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